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Summary 
Summary
Birt-Hogg-Dubé (BHD) syndrome is a rare autosomal dominant disorder predisposing 
to fibrofolliculomas, lung cysts, pneumothorax and renal cancer. The disorder is caused 
by heterozygous mutations affecting folliculin (FLCN), an evolutionarily conserved pro-
tein that is considered a tumour suppressor. Previous research has uncovered multiple 
roles for FLCN in cellular physiology, yet it remains unclear how these translate to the 
lesions occurring in BHD syndrome patients. Hence, targeted and preventive treatment 
is currently out of reach and the clinical focus is on timely detection of renal tumours to 
enable nephron-sparing surgery if needed. Therefore, surveillance by renal imaging is 
recommended to be performed every 1-2 years. 
In chapter 2 we retrospectively describe our cohort of BHD syndrome patients, evaluate 
their compliance to surveillance and identify possibilities to optimise compliance. In our 
cohort of 32 BHD syndrome patients, 3 previously unpublished mutations in FLCN were 
detected. Fibrofolliculomas are present in 100% of patients, renal cysts in 44% and renal 
tumours in 9%. Pneumothorax is reported in 13% of patients. Lung cysts are seen in 70% 
of the 23 patients for whom lung imaging was available. Compliance of BHD syndrome 
patients to recommended renal surveillance in this cohort is low. At least 61% of patients 
complied with surveillance and 42% had renal imaging with recommended follow-up fre-
quency. Not being prompted for surveillance and claustrophobia are reported reasons 
for non-compliance to MRI scanning. We recommend to create a protocol for follow up 
incorporating explicit communication on responsibility for initiating follow up, sending 
reminder letters to patients, educating them about imaging methods and limiting obsta-
cles for attending surveillance. 
The fibrofolliculomas that occur in BHD syndrome, can be a psychological and social 
burden to patients and they may therefore seek treatment for them. Current treatments 
for fibrofolliculomas have high rates of recurrence and carry a risk of complications. A pre-
ventive treatment for fibrofolliculomas, aiming at the underlying pathogenic mechanism, 
would be desirable. Animal models of BHD syndrome have previously shown deregulation 
of mammalian target of rapamycin (mTOR). Topical use of the mTOR inhibitor rapamycin is 
an effective treatment for the angiofibroma skin tumours in tuberous sclerosis complex, 
which is also characterised by mTOR deregulation. In chapter 3 we aimed to determine 
if topical rapamycin is an effective treatment for fibrofolliculomas in BHD syndrome. We 
performed a double blinded, randomised, facial left-right controlled trial of topical rapa-
mycin 0.1% versus placebo in 19 BHD patients, during 6 months. No change in cosmetic 
status of fibrofolliculomas was reported in the majority of cases for the rapamycin treated 
(79% by doctors, 53% by patients) as well as the placebo treated facial sides (both 74%). No 
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significant difference in fibrofolliculoma number or change in size of the fibrofolliculomas 
was seen. This study provides no evidence that treatment of fibrofolliculomas with topical 
rapamycin in BHD syndrome results in cosmetic improvement.
To further explore the pathogenic mechanism of BHD syndrome, we took a closer look at 
its similarities with other disorders. Since BHD syndrome manifests hallmark character-
istics of ciliopathies, we speculated that FLCN might also have a ciliary role. In chapter 4 
we show our data that indicate that FLCN localizes to motile and non-motile cilia, centro-
somes and the mitotic spindle. Alteration of FLCN levels can cause changes to the onset 
of ciliogenesis, without abrogating it. In three dimensional culture, abnormal expression of 
FLCN disrupts polarized growth of kidney cells and deregulates canonical Wnt signalling, 
which may, at least partly, explain cyst formation and tumour growth in BHD syndrome.
Furthermore, we approached the search for FLCN’s functions from a different angle, by 
establishing an unbiased method to detect protein-protein interactions for FLCN, since 
the function of its binding partners can give more insight in the function of FLCN itself. In 
chapter 5 we show addition of two affinity purification tags to FLCN, followed by chimeric 
expression in cells. The double tagged FLCN and its interacting proteins were subsequently 
tandem purified from the cells. The protein complex was analysed by mass spectrometry 
and several potential binding partners for FLCN were identified. Validation studies will 
confirm if their binding is specific and may lead to future studies to characterise FLCN’s 
role towards the binding partners, as well as to the role of the protein complex in the cell. 
FLCN’s function and its role in the pathogenesis of BHD syndrome has not been com-
pletely elucidated yet. When we take our data together with the results of other studies 
regarding FLCN’s function, as done in chapter 6, it is striking that many functions relate 
to molecular transport in the cell, in response to energy levels. FLCN putatively has a role 
in here, acting as a (scaffold for) GAP and/or GEF for small Rab GTPases. Further research 
is required to evaluate this hypothesis. 
Uncovering FLCN’s function may give rise to new therapeutic targets in BHD syndrome. 
Since all types of renal cell carcinoma occur in BHD syndrome, it also provides a unique 
model to study the pathophysiology of renal cell carcinoma in general.
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Samenvatting
Samenvatting 
Birt-Hogg-Dubé (BHD) syndroom is een zeldzame autosomaal dominante aandoening die 
risico geeft op fibrofolliculomen, longcystes, pneumothorax en nierkanker. De aandoening 
wordt veroorzaakt door heterozygote mutaties waardoor het eiwit folliculine (FLCN) wordt 
aangedaan. FLCN is in de evolutie goed bewaard gebleven en wordt beschouwd als een 
tumor suppressor. Eerder onderzoek heeft verschillende mogelijke rollen laten zien voor 
FLCN in de cel. Het is echter nog onduidelijk hoe deze de symptomen van BHD syndroom 
veroorzaken. Er is daarom op dit moment nog geen (preventieve) behandeling beschikbaar 
die zich richt op het pathofysiologisch mechanisme. Klinisch richt men zich zodoende op het 
tijdig opsporen van niertumoren, om niersparend te kunnen opereren als dit nodig is. Er 
wordt daarom aangeraden om iedere 1-2 jaar nierscreening middels beeldvorming te doen. 
In hoofdstuk 2 beschrijven we ons cohort van BHD syndroom patiënten, beoordelen 
of ze het nierscreeningsadvies opvolgen en geven mogelijkheden aan om die opvolging 
te verbeteren. In ons cohort van 32 BHD syndroom patiënten zijn 3 niet eerder gepub-
liceerde mutaties in FLCN gevonden. Fibrofolliculomen kwamen voor bij 100% van de 
patiënten, niercystes bij 44% en niertumoren bij 9%. Pneumorthorax werd door 13% 
van de patiënten gemeld. De opvolging van het nierscreeningsadvies van BHD syndroom 
patiënten in ons cohort is laag. Ten minste 61% van de patiënten onderging nierscreen-
ing en 42% deed dit met de geadviseerde frequentie. Niet opgeroepen worden voor 
screening en claustrofobie werden genoemd als redenen voor het niet opvolgen van het 
advies een MRI scan te ondergaan. We bevelen aan om een protocol voor de follow-up 
te maken waarin wordt vastgelegd dat duidelijke gecommuniceerd moet worden wiens 
verantwoordelijkheid het is om de follow-up te initiëren, dat er een herinneringsbrief 
gestuurd wordt naar patiënten, dat er uitleg moet zijn omtrent de beeldvormingsmethode 
en dat belemmeringen om screening te ondergaan beperkt moeten worden.
De fibrofolliculomen die voorkomen bij BHD syndromen kunnen psychologisch en sociaal 
belastend zijn voor de patiënten, waardoor ze behandeling wensen. Met de huidige 
behandelmethodes kunnen fibrofolliculomen weer terugkomen en is er een risico op 
complicaties. Een preventieve therapie, gericht op het onderliggende pathogene mecha-
nisme, is wenselijk. Diermodellen van BHD syndroom laten zien dat mammalian target of 
rapamycin (mTOR) ontregeld is. Lokale behandeling met rapamycine, een mTOR-remmer, 
is effectief tegen de huidtumoren die voorkomen bij tubereuze sclerose, een aandoening 
die ook gekenmerkt wordt door ontregeling van mTOR. In hoofdstuk 3 onderzoeken we 
of lokale behandeling met rapamycine ook effectief is tegen fibrofolliculomen bij BHD 
syndroom. We hebben een dubbelblinde, gerandomiseerde, links-recht gecontroleerde 
studie gedaan naar lokale rapamycine 0,1% in vergelijking met placebo, in het gelaat van 
Chapter 7
166
19 BHD syndroom patiënten, gedurende 6 maanden. Zowel artsen als patiënten zagen in 
de meeste gevallen geen cosmetisch resultaat van de behandeling met rapamycine (artsen 
79%, patiënten 53%) of met placebo (beiden 74%). Er werd ook geen significant verschil 
gezien in het aantal of de grootte van de fibrofolliculomen. Deze studie levert daarom 
geen bewijs voor cosmetische verbetering van de fibrofolliculomen bij BHD syndroom 
door behandeling met lokale rapamycine.
Om het pathogene mechanisme van BHD syndroom verder te ontrafelen hebben we 
gekeken naar de overeenkomsten met andere aandoeningen. BHD syndroom heeft symp-
tomen die kenmerkend zijn voor ciliopathiën, waardoor we denken dat FLCN ook een 
rol heeft in het cilium. In hoofdstuk 4 laten we zien dat FLCN zich in de bewegende en 
niet-bewegende cilia, het centrosoom en de kernspoel bevindt. Verandering van het FLCN-
niveau vertraagt de start van de ciliogenese, zonder dat deze afgebroken wordt. In drie 
dimensionale kweken zorgt abnormale FLCN-expressie voor ontregeling van de ruimtelijke 
oriëntatie van niercellen en van de Wnt signaaltransductieroute, waarmee de vorming van 
cystes en tumoren in BHD syndroom verklaard zou kunnen worden. 
Verder hebben we de zoektocht naar de functie van FLCN benaderd vanuit een ander 
gezichtspunt, door een methode te ontwikkelen waarmee op onbevooroordeelde wijze 
eiwitbindingen voor FLCN kunnen worden opgespoord. De functie van haar bindingspart-
ners kan namelijk inzicht geven in de functie van FLCN zelf. In hoofdstuk 5 laten we zien 
hoe we twee opzuiveringslabels aan FLCN hebben bevestigd, dit tot expressie brachten in 
cellen en vervolgens een dubbele opzuivering deden om FLCN en de daaraan gebonden 
eiwitten te isoleren uit de cel. Dit eiwitcomplex werd vervolgens geanalyseerd met mas-
saspectrometrie, waarmee verschillende potentiele bindingspartners van FLCN werden 
geïdentificeerd. Validatieonderzoeken zullen uitwijzen of de binding met FLCN specifiek is 
en kunnen leiden tot vervolgonderzoek naar de rol van het eiwitcomplex in de cel. 
De functie van FLCN en haar rol in de pathogenese van BHD syndroom is nog niet volledig 
opgehelderd. In onze resultaten, samen met de resultaten van onderzoek door anderen, 
valt op dat veel functies van FLCN gerelateerd zijn aan het transport van moleculen in de 
cel, als reactie op het energieniveau (hoofdstuk 6). FLCN zou hier een rol in kunnen spelen 
als (platform voor) een GAP en/of een GEF voor kleine Rab GTPases. Vervolgonderzoek is 
nodig om dit te kunnen bevestigen.
Het ophelderen van de functie van FLCN kan leiden naar nieuwe aangrijpingspunten voor 
behandeling van BHD syndroom. Doordat alle soorten van niercelcarcinoom voorkomen 
bij BHD syndroom, is dit ook een bijzonder model om de pathofysiologie van het niercelcar-
cinoom in het algemeen mee te bestuderen.

